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(54) VEGETAL POSSEDANT LA STERILITE CYTOPLASMIQUE MALE DE LA FAMILLE COMPOSITAE ET 
W EGA LEWI ENT PROCEDE D'OBTENTION DE CE VEGETAL. 

fe^ Vegetal appartenant a la famille Compositae, dont le 
cjfoplasme est pourvu de mitochondries comprenant de 
I'ADN qui a au moins partiellement pour origine une autre 
espece de la famille Compositae, et qui est le porteur de la 
sterilite cytoplasmique male (CMS), par lequel le vegetal a 
ete choisi dans le groupe constitue de Cichorium intybus 
(L.) var. Foliosum (Hegi), Lactuca sativa (L.), Cichorium en- 
divia (L.), Scorzonera hispanica (L.), Cynara scolymus (L.) 
et Taraxacum officinale (L). 



CO 
LO 



CM 



1 



2740656 



VEGETAL POSSEDANT LA STERILITE CYTOPLASMIQUE MALE DE LA 
FAMILLE COMPOSITAE ET EGALEMENT PROCEDE D'OBTENTION DE 
CE VEGETAL 

5 ^invention -concerne un vegetal possedant la sterilite 

cytoplasmique male de la famille Compositae conforme a la revendication 
principale, c'est a dire, concerne de nouvelles lignees meres de ce 
: vegetal de ladite Jamille.-L'invention concerne en outre un precede 
d'obtention du vegetal susmentionne possedant la sterilite cytoplasmique 
10 male, ainsi que la graine hybride obtenue des nouvelles lignees meres de 
la famille Compositae 

Dans le monde<des phytdgeneticiens il est" habituel de combiner 
des prbprietes ~ her§ditaires de deux lignees meres de Thybride par 

15 croisement Si ies : deux lignees meres sont a pollinisation directe, la 
poilinisation directe est empechee, par exemple par retrait des antheres 
(appele emasculation), afiri de garantir que les proprietes hereditaires 
desirees des deux parents sont presentes dans Thybride. Cet hybride est 
egalement appele hybride F1, et est d'une grande importance dans le 

20 monde des phytdgeneticiens. Les hybrides F1 sont habituellement 
daracterises par un degrd tres eleve d'unifohriite (couleur, gout, taille et 
similaires), une vigueur importante et un rehdement §leve des parties 
vegetales, telles que les fruits et similaires, qui peuvent etre 
commercialisees. Un avantage supplemental d'un hybride F1 en 

25 particulier pour les societies specialisees en phytogenetique est surtout le 
fait qu'il n'est pas possible de ctiltiver des produits de la meme qualite par 
la lignee provenant de la graine obtenue de celui-ci (heterogeneite plus 
importante et reridement plus faible), de telle sorte que la societe est 
Lt garantie d'une protection' inherente-de son hybride F1, tel qu'il etait. Avec 

30 ' les veg&aux de la famille Compositae le developpemeht de lignees 
meres et la production cornmebiale d£ graine -hybride pure F1 est tres 
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problematique, parce que ces vegetaux sont en general a pollinisation 
directe et parce que les mesures d'anti-pollinisation directe qui ont ete 
utilisees jusqu'a present non seulement necessitent beaucoup de temps 
et de travail, mais se sont surtout averees etre insuffisamment precises. 
5 En consequence, ce dernier fait a poufrxesultat des lots de graihes qui ne 
sont pas d'une qualite unifprme. . ? - v 

• Par ■ovompiB— aver, -das fchoux; ,f Brassiea oleracea) il n'est 
actuellementspas.possible.de produire.des hybrides. F1 purs a 100% en 

10 . utilisant des techniques modernes. Le fait est qu'avee le radis (Raphanus 
satiyus), qui comme le chou appartient a If jfarryMei Cruciferae : il a ete 
trouve un cytoplasme entrainant la sterilite male, lequel cytoplasme est 
egalementn connu isous- le nom ,de s §ytopJasir^ Ogura a CMS. Les 
mitochondries- du cytoplasme:. QguFa v GMj^ -s^nt intrq?juites dans les 

is vegetaux Brassiea oleracea par fusion -des> pnotoplastes, 4ou il resulte 
que le noyau.et les «&lp/opjasj^ M 

tous^de vegetaux Brassiea oleracea. .noFmalemeot fertiles. Ainsi les 
. vegetaux Brassiea- oleracea ? a CMS sont obtenius., Actuellement aucun 
hybride FH> de vegetaux importants de la tenpe. Compositae n'est encore 
20 .disponible, ma^gre. la forte >demande suf i; le mar£he ; Le cytoplasme Ogura 
a CMS. susmentipnrve ne peutpas etre utilise : ayec des vegetaux de la 
famille Compositae. en rajson ,de,j:incQmp,^tibilite genetique entre les 
especes desditesfamilles , c ; . ■. . ,-\ :■,■ :,>■, , T ,'• 

25 : L'objet de I'inventipp,^ 

dans un vegetal de la familleXompositae, et-a cette fin le cytoplasme de 
... ce vegetal est pqurvu de.mjtp^ORdnes coroprejnant de I'ADN qui a pour 
. orjgine au mpins partiellepent urre ^utre.espece =de la famille. Compositae 
et qui est porteur-:4e sterilise- .c^ 
, .30 surprejiante .les .te^he^es^t^ntr^,^ malgre la fprt^ incoriipatibilite 
genetique.des especes. vegejalesjje Ja : famjlje. Compositae. I'introduction 
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de la CMS dans un vegetal de la famille Compositae provenant d'un 
vegetal d'une autre spece de la meme famille, par fusion des 
protoplastes, est tres possible. De preference le vegetal est 
phenotypiquement un vegetal possedant la sterilite cytoplasmique male, 
5 c'est a dire la sterilite male (generalement defmie comme etant 
I'incapacite d'un vegetal a produire des graines de pollen fertiles) s'est 
manifestee elle-meme dans le vegetal. ."-.En raison de *|'heredite 
cytoplasmique de * ia*'CMS~toute la lignee de cette plante sterile male 
possede cette propriete inchangee, II apparaltra de maniere evidente que 

io la forme precedente d'une transmission hereditaire de la CMS 
- geriotypique est ^ d'une gfande importance pour le developpement efficace 
de lignees meres des especes vegetales et pour la production 
subsequente d'hybrides F1 II faut noter que le vegetal ne doit pas 
necessairemeht posseder pHehbtypiquenlerit la sterilite cytoplasmique 

is mile; mais qu'iresregalement possible-' pour le noyau de poss§der ce 
qu'on appelle des "genes reparateurs", qui phenotypiquement annihilent 
la sterilite male, c'est a dire I'empechent de se manifester elle-meme dans 
le vegetal maigr6 la presence d'ADN dans le cytdplasme, qui est un 
porteur de la CMS. Dans ce cas il sera necessaire de tnaintenir le 

20 ; croisement jusqu'a ce qu'une plante possedant la CMS phenotypique soit 
obtenue, i -".■.-.:•..-< ; < 

Dans un premier mode de realisation conforme a Tinvention le 
cytoplasme du vegetal comprend en outre un genome nucleaire et un 
:25 genome chloroplastjdial specifiques de Tespece qui sont normaux pour le 
vegetal en question. En raison,du fait qu'un noyau et des chloroplastes du 
vegetal a fertilite normale sorit presents a fetat nbn modifie (dans le cas 
du noyau c'est habituellement une . situation de diploidie), !e produit est un 
produit pur a 100%. ^ :;r - - . . 
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Dans un mode de realisation prefere de I'invention I'autre espece 
de la~famille Compositae a ete choisie dans le groupe constitue de 
Helianthus spp et Circium spp. Ces especes se sont averees contenir la 
CMS. II a ete choisi plus partieulifrement Helianthus annuus (L) 
5 (tournesol) avec la CMS du type petjolapis. De maniere surprenante 
I' introduction de la CMS a partir . de ces plantes possedant 
genotypiquement la sterilite cytoplasmique-male peut se faire d'une 
. maniere efficace par-.fusidn:,desjprQt(!H3!a^es^m8lgnl • nnopmpatibillte 
genetique. A ce: sujet it faut note*, que ta transmission de la CMS a partir 
. 10 des vegetaux susmentionnes aux vegetaux^appartenant a la meme famille 
ne peut pas etr4r6alisee en utW^ 

de barrieres de crojsernent. , :i ^ ? i'a ai sj' , > '■•> 

Conformernent; a i. Uqye^tkMv-l-^utrsbSa^H^ vlnfr«>duisard la CMS (le 
15 "donneur"), qui appartient fefaffllfedBG&W etre 
une espece qui ne cpntient pas,vla» C^S^.^ais^i intrpduit ce qu'on / 
appelle une forme "alloplasmigue" de la^CMS -dans le vegetal par fusion 
, : des protoplastes. Cpnforrnement a I'invention, une , espece de .ee type est , 
de preference choisie dans le groupe constitue de Chrvsanthenum... 
20 Senecio. Centaurea. Sonchus. Hieracium . Taqetes . Dahlia et Aster . De 
bons resultats ont ete obtenus conformernent a I'invention en particulier 
avec Chrvsanthenum , plus particulierement avec Sonchus . 

Dans un autre mode de realisation conforme a I'invention le vegetal 
25 a ete choisi dans le. groupe, constitue de- Cichorium intvbus (L. ) var. 
foliosum (Hear) (chieoree), Cichorium endivia (LA (endive). Lactuca sativa 
£L} (laitue), Scorzonera hisoanica (L. U salsifisnoir); Cvnara scolvmus (L.) 
(artichaut) et Taraxacum^ officinale - (L-) (pissenlitk , Pes experiences 
approfondies ont montre qu'en particulier ■• Lactuca sativa. mais 
30 particulierement Cichorium intvbus (L) var. foliosum et Cichorium ndivia 
possedai nt I'avantage important qu'il n'est perdu aucune autre propriete 
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qui n'est pas caracteristique du vegetal a la suite de ('introduction de la 
CMS 

L'invention conceme en outre les graines ou parties vegetales 
provenant du vegetal conforme a l'invention. 

Les etapes generates du precede cfobtention de vegetaux, de 
graines ou de parties vegetales possedant la CMS et appartenant a la 
famille Compositae conforme a r invention comprennent: 

> I'isolation de protoplastes (cellules vegetales dont \a membrane 
cellulaire a ete retiree) de tissus de divers vegetaux appartenant a la 
famille Compositae . chapres appele "accepteur'Y et de tissus d'une autre 
espece de la famille Compositae . par exempl e Helianthus species , ci- 
apres appele "donneur" (voir I'exemple 1); 

- le' traitement facultatif des protoplastes, par exemple par irradiation, 
cytoplastisation ou par des produits chimiques specifiques, qui en outre 
dans'le precede a pour resultat une augmentation du rendement (voir 
exemple 2); 

- la fusion des protoplastes (fusion in vitro de cellules), par exemple sous 
I'influence de substances chimiques, ou en utilisant Pelectricite (voir 
exemple 3); 

- la realisation subsequente et facultative d'un ou de plusieurs precedes 
dont le resultat esfune certaine forme de selection de cellules .hybrides; 
cellules resultant de la fusion d'un ou de plusieurs protoplastes 
accepteurs avec un ou plusieurs protoplastes donneurs (voir exemple 4); 

- la culture subsequente de. cellules et Jeur regeneration pour donner des 
vegetauxicomplets (voir.exemple 5); 

- la selection tfindividus.de la collection de regenerantstainsi obtenus par 
analyse d'AQN 'mitochondrial,; ohloroplastidial .et genomique, suivi de 
T.evaluation;phenotypique des proprietes du, vegetal (voir xemple 6); 
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- le croisement specifique des individus precedents, ou de leur lignee, 
avec d'autres g'notypes de la meme espece et d'autres especes (voir 
exemple 7); 

- la production de graines a grande echelle. 

L'invention sera explique plus en detail ci-apres en se referant aux 
exemples (auxquels il a ete deja.ete fait reference brievement ci-dessus) 
: discutes ci-dessous, ••••quh constituiaofe§tQusei^: modes de, realisation 
preferes du procede conforme a TinveMioracAfin .de i ne pas compliquer 
10 ces exemples inutilement, les exemples sont fondes sur Helianthus 
> annuus (L:) qui est le donneur. >;€omma;cela; a deja ete explique 
precedemment, Tinventiorr cxmceme'tfunesiiiajriere. generalft.un donneur 
de la famine Gompositae d!uneiespece ! , aotre,que le vegetal et n'est par 
consequent pas limftee au domneurxite^ les exemples. 

Dans tous les exemples ci-dess6us;;ies- operations doivent etre 
realisees de maniere aseptique et; toutes les solutions, milieux (dont les 
compositions seront decrjtesua .une^ etape.rulterieure) et instruments a 
utiliser doivent etre steriles. Les bottes de Petri sont en outre scellees 
20 avec une couche pelliculaire, telle que Fuji? Nesco ou Parafilm. 

Exemple 1 : 

Culture de materiau accepteur; feuille in vitro de chicoree, d'endive 
25 et/ou de taitue ■ 

Laver les graines avec de Tethanol*a' ^70% pendant MO secondes, 
steriliser ensuite pendant 10 minutes dans du Na-^hypochlorite a 1%, laver 
■ >~ ensuite completement-aveG ide; J!eau sterile i. Ensemencer de maniere 
• 30 aseptique dans un conteneur de culture tissulaire a usage unique av c 
environ 75ml de milieu MS-(environ 8 grain s/botte). Gultiver a 25°C a la 
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lumiere (16 heures tfeclairem nt; environ 2000 lux/8 heur s d'obscurite). 
Au bout de deux semaines environ les jeunes semis sont places dans une 
boTte avec un milieu frais de MS (1 semis/boite). Un mois apres 
I'ensemencement les vegetaux sorit prets a etre utilises comme materiau 
5 de depart. •*■•■* 

Isolation des protoplastes provenant de feuille de materiau 
accepteur; chicor6e, endive et laitue 

10 Couper le materiau en feuille in vitro (125cm 2 ) avec un scalpel 

dans une boite de Petri (TC, diametre 9 cm) avec environ 10ml de PPO. 
Remplacer la solutidrf apres aivoir coupe a raisoh de 10ml de solution de 
maceration. Incubation: immobile, sombre, 25°C, environ 16 heures. 
Filtration a travers un tamis de nylon de 45pm, lavage final et dilution de 

is la suspension avec environ 3 volumes de solution de lavage. Centrifuger 
la suspension de protoplastes dans des tubes a centrifugation de 15ml 
pendant 5mn a 600 fours par minute (= 63 x g). Laver le depot deux fois 
avec 15ml de solution de lavage, centrifuger ensuite pendant 5mn a 600 
tours par minute. Les protoplastes (pps) sont maintenant prets pour la 

20 fusion ou pour la culture, maintenant une etape deactivation, de 
preference un traitement a I'acetate d'iode, peut etre realisee, si on le 
souhaite. v • » : . ^ 

Culture du materiau donneur; hypocotyles de toumesol 

Les hypocotyles etioies : sdht : 'dibiisis : 'comrTie materiau de depart du 
donneur v duquel les* protoplastes sont isoles: En comparaison avec la 
feuille, quhest choisie comme tissu "accepteur; ce materiau 1 vegetal 
contient unfe quaritite bien plus grande de mitdchondries. De plus, les 
30 hypocotyles rie contiennent aucun chloroplaste (ils conti nnent 
certainement un certain nombre de prb^lastides), cbntrairenn nt aux 
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cellules de la feuille. Cette selection tissulaire conduit a une chance plus 
impprtante d'obtenir la composition corrects -en organelles d'un produit de 
fusion. De plus cette selection tissulaire permet la selection optique a la 
suite de la fusion; les prpduits de fusion des protpplastes donneur et 
5 accepteur sont reconnaissables. 

Steriliser les graines de toumesol dans du Na-hypochlorite a 1% 
pendant 10mn, laver ensuite. cpmplfitement .- avec de lleau sterile. 
Ensemencer dans des boites de replication avec du milieu MS. Obscurite, 

Isolation des protoplastes du mat6riau donneur; toumesol . 

Couper la moitie superjeure des hypcxxjtyles dans du, PPO 1 5 au 
15 bout de .5 jours, cquper les parties: hypocoty les tres finement dans une 
boite de TC de 9cm avec 1 0ml de PPO, ,renouveler . la solution de PPO ^ 
apres avoir coupe et. laisser .teppser.. pendant 1 heure, obscurite ,, 
(temperature ambiante). - 

20 , . . Remplacer la solution de PPO par une solution, de .maceration. 
Incubation: immobile, obscurite, 25°C, 4 6 ; a 18 heures (coloration possible 
au FITC/FDA; 2 gputtes de solution mere saturee, dans, de I'acetone, 
dans 10ml de solution de maceration). 

25 Filtration dans un tamis de nylon de 45pm, lavage final avec la 

., solution de lavage. Centrifuger pendant ,8 .minutes a^6JD0, tours par minute. 
Laver de nouyeau (e. depot, avec la , solution de lavage;, centrifuger 
. . pendant. 8 minutes 4 600 tours par rrjinute^Les protoplastes (pps) sont 
maintenant . .prcjts. .pour, la ;i fusion: : ; ,Maintenan ; t .. ( une ; . etape 
. 30 d^nactivation/elirnination du.. noyau, ... par exemple irradiation ou 
. cytoplastisation. peut.'tre realisee, r si on le spuhait . .... . . 
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Les conditions de culture de la chicoree/endive ou d la laitue sont 
cependant telles que ies chloroplastes de tournesol torment en fait des 
. parties ou des cals, mais qu'il n'y a aucune regeneration des pousses 

5. .. i ■ - •. ■ , , * _ . 

Exemple2: 

Inactivation du cytoplasme accepteur; traitement k I'ac&amide 
d'iode 

10 '■• \ . - - , .,- ... v 

Tout comme I'acetate d'iode, I'acetamide d'iode est up, inhibiteur 
biochimique oriente vers le cytoplasme. II est utilise ici pour inactiver les 
mstochondries des, protoplastes accepteurs,< en consequence de quoi ces 
cellules peuvent; a peine survivre, sitant est que ce soit possible. Cela 

15 donne aux mitochondries du? donneur dans un produit de fusion un 
avantage selectifvsur jcelles de Taceepteur, tandis qu'en outre la 
croissance -continue des produits de fusion est supportee de preference a 
celle des protoplastes de I'accepteur en utilisant cette substance 
chimique. Le traitement des protoplastes avec I'acetamide d'iode se fera 

20 par exemple de la man i ere suivante: 



Solution mere^de 60mM, utiliser 1 a 5mM (de preference 2,5mM) 
dans la solution de lavage; avec une densite de cellules comprise entre 
10 4 et 10 6 (de preference -10 s ), -jncuber pendant 5 a 30 minutes, (de 
25 preference 15 minutes) a une temperature comprise entre 2 et 22°C, plus 
particulierement^ Lavem ensuite, , les ; protoplastes traites 

completement avec la solution de lavage. Introduce ensuite les 
--y protoplastes dans la solution de fusion* 

30 Inactivation du noyau donneur; irradiation ^ r 
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L'irradiation par rayons X, gamma ou ultraviolets a pour but la 
fragmentation de I'ADN chromosomique des protoplast s donneurs, en 
consequence de quoi ces cellules ne peuvent plus se diviser De plus, a 
la suite de cela le noyau du donneur dans un prdduit de fusion aura un 

5 inconvenient selectif en comparaison avec I'accepteur. L'avantage de 
l'irradiation est que les membranes protoplastidiales ne sont pas trop 
endommagees, ce qui est important parce que la fusion peut y avoir un 
effet desastreu3(. : L'incoriveriient es^^p&idant? que le noyau reste 
present, meme a I'etat fragments, avec en corollaire le risque d'une 

10 transmission au moins partielle d'ADN chromosomique du donneur a 
raccepteur. . ..-■i:-; ': •)."■ * ...vt.v;- •.-..= ■ 

L'irradiation par rayons X se feraopar 'exemple .de la maniere 
suivante: placer le pps a' I'etat sttspendu dans un milieu de culture de pps 
15 a Line densite d'enviran 2,5x10- pps/ittf dans ■oner boite de Petri TC de 
6cm (2ml) sous une source de rayons *(par.exemple Baltpbloc GE 100) a 
une distance approprieey de telle sbrte ; que- te dose sera de .10krad par 
minute, pendant 3 a 20 minutes (de preferenceiS. minutes). Laverensuite 
les cellules deux fois avec la solution de1avage;=: 

20 "' "' irr -'■ " '•' 

L'irradiation gamma se fait habituellement au moyen d'une source 
de Cobalt 60;De- meme ici les protoplastes sont introduits dans du milieu 
; r de culture de pps: Urte dose appropriee est de 2 a. 30 krad ;Suivi d'un 
lavage deux fois dans une solution de lavage. ' , 

Elimination du noyau du donneur; cytoplastisatlon 

Lors de la cytoplastisatibh le noyau ; est retire du' protbplaste, de 
telle sorte que la seule chose qui reste est un cytoplaste qui contient des 
30 mitochondries et des> prdtoplastides: II y a plusietirs rhdyens pour realis r 
cela. Par exemple, la difference de masse specifique entre le noyau et le 
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cytopiast peut etre utilisee. Le noyau est litteralement chasse de la 
cellule par tientrifugation a haute Vitesse et un gradient discontinu 
(percolle/sucrose), avec possibilite de la presence de cytochalacine-B. Un 
procede different plus doux est rfeffectuer une forte plasmolyse pendant 
-Firicubation enzymatiqiie, eh utilisant une solution de maceration ayant 
une osmolarite relativemerit elevee (par exemple 0,7M de Mannitol), dans 
cet etat les cytoplastes - sont formes spohtanement; jusqu'a 40% des 
cellules. Ces cytoplastes peuvent ehsuite etre separes des protoplastes 
en utilisant la difference de masse specifique entre protoplastes et 
cytoplastes. Le melange pps/cps est charge sur un gradient 
percolle/mannitol et refractidnne par centrifugation a vitesse faible 
(160 xg; 10 minutes); : 'lDe succes de ces operations depend l dans une 
large mesure de la selection du materiau de depiart Une cbmbinaison des 
precedes decrits prededemment est possible, si necessaire. Bien sur les 
cytoplastes sdnFfiaves* (solution i de lavage) apres purification, et sont 
introduits dans la -'^solution- de fusion.; Uh avantage essentiel des 
cytoplastes est que le noyau est elimine, ce qui elimine la possibilite de 
transmission d'ADN chrbmosomique du donneur-a I'accepteur. Un 
inconvenient de la fusion PEG est que les cytoplastes ont une masse 
specifique faible, en consequence de quoi ils sumagent. 

Exemple 3: • : • . \; k f . : 

La fusion: PEG des protoplastes m6sophyles de 
chicor€e/endive/laitue avec des protopastes d'hypotocyles de 
toumesol -'^ ■ & " -'v - ■.:«;: - 

Donrier aux gbutfes de iOOpI (1 ou 2 pour la chicoree, 4 a 8 pour 
I'endive et la teitue) d'utfe Suspension de pps une dehsite de 10 6 , d'ou il 
T'sulte que les partenaires de la fusion Sont melanges a raison de 1:1, 
pour rester non p rturt>6s dans un^ solution de fusion dans des boites de 
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Petri non recouy rt s (9cm de diametre pour la chicoree, 6cm pour 
I'endive et la laitu ) pendant 15. minutes. Pour chaque goutte de solution 
de pps deux petites gouttes (environ 20ul) de PEG1 sont chargees; au 
bout de 2 a 10 minutes, en fpnction de Jafragilite des, pps (le plus souvent 

5 4 minutes), la boite est maintenue dans j^e ^sition inclinee et le liquide 
petit etre^aspire au niveau du bord au mqyen d'une pipette pasteur, tandis 
.que.. les protoplastes;restent colles au ^ fond: pXi ils. se sont etablis. 
Quelques gouttes dePEG2.spnt»soigneusf^ de 3 

a 15 minutes (teplMS souvent 7' minutes) eUes , sont retirees de 1a meme 

io, maniere que -la solution de. PEG;1. ir§| la meme chose .pour PEG3, 

., . ajouter et retirer. au bout de £ a ^mjQutes @e plus^souyent -IGfiinutes). 
Rempljr ensuite. de jiquyeau avecje milieu s de^,cultufe de rprptoplastes 
(10ml de milieu WA pour !a ? GhiqcTee, ;: ?rrjl,d^ milieu=AA pour s I'endive ou 
; 2ml de milieu. 5 $A ;po«<Ua J.aituej f ; (: efeH^e/g^la-;ma?^ decrite 

15 precedemment. La fusion de PEG . est .un~ precede tres^approprie pour 
fusionner de grandes quantites de protoplastesar^uneseulefois. 

Electrof usion de protoplastes. , mesophyles de chicoree/endiye/laitue 
avec des protoplastes hypotocyles detqurnesol 

L'electrofusion doit etre preferee a la fusion PEG lorsque les 
protoplastes des deux parents de la fusion ont par example . des masses 
specifiques assez differentes. C'est, par exemple, le cas lorsque les 
cytoplastes (voie J'exemple < 2 precedent) s^nt utilises* comme materiau 
25 donneur; en consequence 6& ,l'absjencj5 de npyau^leSiCeHules sont : d'un 
poids relativement faible, ce qui les fait flotter. cela rend la fusion PEG 
impossible. Un avantage est que le processus d'electrofusion rend 
possible un^travail de; grande pr^isipn-gt.ayec grar^e maitrise; meme la 
• fusion o^ i .seujemen|.deux-p^o^!a8te^ e#j^fole.< Ppur cela up appareil 
; 30 destine: a I' le^rofusion et^une ehambce..de. f^ 

procedure p utetr ^c!&§Miya^e;-^. ..vr,;, ^ s . 
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le melange de protoplastes donneurs et accepteurs est suspendu dans 
une solution isotonique (0,5M de Mannitol + 0,2mM de CaCI 2 ), et est 
charge dans la chambre de fusion. 

Ensuite un champ electrique genere par un courant altematif a 
haute frequence (oscillation comprise entre 0,3 et 1,5MHz) est applique, 
ce qui fait que les protoplastes. se diisposent eux-memes en chaines; 
duree (10 secondes a 10 minutes). La densite de pps (10 4 a 2 x 10 6 ) et 
I'intensite du champ (l a 150V RMS/cm) determinent la longueur des 
chaines et doivent constamment etre optimises. Ensuite les protoplastes 
sont exposes a une ou plusieurs pointes de courant fortes et courtes, ce 
qui peut provoquer la fusion des membranes qui sont en contact entre 
elles. Uamplitude de I'impulsion ou des impulsions (40 a 3000 V/cm) ainsi 
que la duree (lO^microsecondes a t millisecondes), la forme (bloc), le 
nombre (1 a 10) et la Jargeur de Timpulsion ou des impulsions ont une 
influence sur la frequence de fusion et la sjjryie des cellules. Le champ 
genere par le courant altematif sera maintenu pendant un certain temps, 
apres guoi les cellules peuvent etre introduites dans le milieu de culture 
pps. 

Exemple4: ; y ^ ^ : 
Tri des cellules , ? ... :vv 

II est possible de separer les prpduits de fusion desires, de 
preference 5 a 10% du nombre total de protoplastes, du melange de 
fusipn par purification i difectement apres la fusion. II va sans dire que cela 
profitera au rendement de la. procedure totate;, Pour cela des techniques 
qui sont cqnnues en soi peuvent etre jutilisees, tell s t que la 
micromanipulation, le tri par ecoulement ou d'autres techniques. II n'est, 
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cependant, pas necessaire d'utiliser le tri de cellules, en particulier si 
I'inactivatibn (par exemple a I'acetamide d'iode), rirradiation et/ou les 
cytoplastes sont utilises. De plus, les tournesols he seront pas regeneres 
dans les conditions decrites pour la chicoree, i'ertdive ou la laitue. 

5 

Exemple 5 

Culture des protoplastes de chicoree > r i ' "- 

10 Ensemencer dans "du milieu WA.ia densite etant de 5 x 10 3 pps/ml, 

1 0ml darts uneboite (de Petri TCde i9crh! £ * ; 

Culture a 25°C, danVI'6bscurite: £t ^ ; . 

15 La dilution avec le milieu WB se faH eri :i 1G jours apres isolation, ;> 

afin d'empecher le brunissemeht et la coloration des cellules. Diluer a y, 
1/10 dans des bottes de Petri TO de 9cm (1-drrirpar bottes) Maintenir les . 
boites de houveau a 25°C, rnais maintenant eh lumiere taimisee (16 
heures a la lumiere; environ 500 lux / 8 heures dans I'bbscurite). 

20 

Lorsque les cals ont un diametre raisonnable (a partir de 2mm), 
environ 1 a 2 mois apres I'isolation des protoplastes, i Is doivent etre 
transferes dans un milieu de regeneration des pousses; milieu WC, 
environ 50 cals par boite de Petri (diametre 9cm) -avec environ 20ml de 
25 milieu. 25°C, a la lumiere (16 heures a la lumiere; environ 1000 lux / 8 
heures dans Pobscurite): - " i '--- iZ v •* U: 

. ... Au bout d'un mois ■envirori-^e^'j^usses'jae^erit etre coupees des 

cals et etre transferees vers de9 cbnteneurs de-culture tissulaire a usage 
30> unique (6 a r 8 - par boite)- avec environ 75ml de milieu D' pour le 
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developpement des racines, a la lumiere (16 heures a la lumiere; environ 
1 000 lux / 8 heures dans I'obscurite) a 25°C. 

Culture des protoplastes d'endive 

Ensemericer dans du milieu AA, densite de 10 4 a 10 5 pps/ml, 2ml 
dans iine boite de Petri TC de 6cm. v ■ 

Culture a 25°C, dans I'obscurite. 

- Lorsqu'il - y a une division et qu'au moins une partie des 
protoplastes a atteint une^ etape -de 4 cellules, :il faut realiser la dilution 
avec du milieu WB; par exemple 1/2. Maintenir les bbTtes de nouveau a 
25°C, mais mainterlant a la lumiere tamisee (16 heures. a la lumiere; 
environ 500 lux / 8 heures dans I'obscurite). 

Lorsque les cats ont un diametre raisonnable (a partir de 2mm) 
environ 2 a 4 mois apres l isolation des protoplastes, ils doivent etre 
transferes au milieu de -regeneration des pousses; AC, environ 50 cats 
par boite de Petri (diametre 9cm) avec environ 20ml de milieu. 25°C, a la 
lumiere (16 heures d'eclairement; environ 1000; lux 7 8 heures dans 
I'obscurite). 

Au bout de 2 a 4 mois des pousses peuvent etre coupees des cals 
et etre transferees aux ebhteneurs de culture tissulaire a usage unique (6 
a 8 par boite) avec environ 75ml de milieu D pour le developpement des 
racines, a la -lumiere (16- heures d'eclairement; -environ 1000 lux / 8 
heures dans I'obscurite^ 3-25^0. \ . . . : 

Culture des prot plastes d laitu 
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Ensemencer dans du milieu SA, d nsite 2,5 x 10 4 pps/ml, 2ml dans 
une bolted Petri TC d 6cm. 

Culture a 25°C, dans I'obscurite, ; . . 

Une semaine apres isolation des pps la : premiere dilution avec du 
milieu SB se fera, par exemple dans un rapport de 1:1 et ensuite tous les 
5 jours, afin d'empecher le brunissement et la coloration des cellules. 

Lorsque les cals ont un diametre raisonnable (a partir de 2mm), 
environ 1 mois apres risolation des iprotoplastes, ils doivent etre 
transferes au^milieu de FegenecatipnrdejsipQusses; milieu $C,: environ 50 
cals par boite de Petri; (diametre 9cpfcayeG.env iron 20ml de milieu. 25°C, 
a la lumiere (16: heures d'eciairement; environ. 1000 lux / 8 heures dans t 
I'obscurite). v^y-i, -' ; '.-r^o> j 'i' . 

Au bout de deux mois des pousses peuvent etre coupees des cals 
et etre transferees aux conteneujis.de culture tissulaire a usage unique (6 
a 8 par bOfte) avec environ 75ml de milieu D pour le developpement des, 
racines, a, la lumiece (16 iheures-d'eclairement; environ 1.000 lux / 8 
heures dans I'obscurite) 25°G. , ■'r.i-*: 

Exemple 6: 

Analyse de I'ADN mitochondrial et chlproplastidial 

L'ADN total est isoieodu mateniau de fewHle jdes produits donneurs, 
accepteurs, de fusion et de la lignefe au moyendu .precede Dellaporte 
(Plant Molecular Biology reporter, vol. 1, numero 4 (1983)). L'ADN total 
comprend I'ADN g 'nomique, mitdcliondnal et chtoroplastidial: L'ADN total 
est digere en fragments plus petits par des enzymes de restriction. L'ADN 
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digere est ensuite separe selon la taille des fragm nts par electrophorese 
dans un gel d'agarose. Apres separation, des fragments d'ADN monobrin 
sont transferes vers une membrane chargee positivement par blotting 
sous vide, ce qu'on appelle le "principe Southern blotting" (Journal Mol. 
Biol 98, 503-517 (t975)). Les diverses membranes comprenant les 
produits d'ADN monobrin sont hybridees avec: 

- des sequences d'ADN mitochondrial, codes: pEZMT22 et pEZMTA2; 

- la sequence d'ADN chloroplastidial, code: pEZCP64. 

Pour le marquage; I'hybridatiorret' la detection il est utilise le 
"systerhe de detecttori et de marquage directs des acides hucleiques ECL 
n o RPN300r (Amersriam). ■ . - 

Toute modification de l'ADN mitochondrial des regenerants qui est 
detectee peut d un cote etre attribuee a I'appantioh de rearrangements 
specifiques pendant les procedures de fusion et de regeneration qui ont 
suivi. Le produit de fusion et la lignee peuvent contenir de la meme 
maniere, au moins partiellement, I'ADN mitochondhai dli donneur. La 
figure 1 presente'un 'produit de fusion specifique ef la lignee de celui-ci 
contenant I'ADN mitochondrial, qui est le "resultat des evenements de 
recombinaison specifique entre I'ADN mitochondrial du donneur 
(Helianthus) et celui de i'accepteur (CicKortum). 
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Figure 1:. . * ; 

Hybridation avec pEZMTA2, enzyme de restriction bglll. La figure 
represente Helianthus (le donneur), Cichorium (I'accepteur) et divers 
produits de fusion. (A a J). La figure montre clairement ..que les bandes 

5 specifiques Helianthus sont presente^sy.dans un certain nombre de 
produits de fusion (phenotype Cichorium.). En raison des procedures qui 
ont ete suivies les genomes mitochondriaux du donneur et de I'accepteur 
onHusionnes:.,_ \-. :?;v insofar iWfc c-'> ;>.:r. . 
Figure 2: - ; .• .. - , ,r'.-^;c^'v "tv ••-/■*:) • - • -. .. • 

io Hybridation avec pEZMT22. enzyme de restriction EcoRI. La figure 
represente Helianthus (le dppneur), . Cichqr^m. (I'acpepteur) et 1 produit 
de . fusion a CMS. La, figure rnpftti^ J^Je^n^^plantes qui. spnt des 
retrocroisements des produits de, _jfusipjn^.(la ... mere) et le 
Cichorium/accepteur (le pollinisateur). Du profile de I'ADN mitochondrial 

15 du produit de. fusion, ©t,^.,|3 J^^^O^o^Sf/W 80 * 8 ), a PP arart °. ue 
I'ADN mitochondrial a change. L'ADN mitochondrial ainsi modifie est 
transmis de maniere stable a i la Jinnee.. . . „, . 
Figure 3: , .. v; .. . , • , 
Hybridation ayec.pEZCP64, enzyme de restriction Oral. La figure montre 
2p . . que le produit de fusion a CMS ; et sa Jignee conferment le type de 
chlproplaste de I'accepteur (Cichorium). _ . 

Figure 4: ; . .. . ; ,. ; , ... . 

La determination de la ploidie des produits de fusion toumesol-chicoree 
(CMS). Cela se fait au moyen de mesures relatives de la quantite d'ADN 
25 nucleaire par cytometrie par ecoulement (Ulrich & Ulrich, Protoplasm, 
1991, 165: 212-215). Les mesures relatives a la chicoree, au tournesol et 
a un produit de fusion a CMS de la chicoree. Cette comparison montre 
clairement que le produit de fusion n'est pas different de la chicoree en ce 
qui concerne le niveau de ploidie. 
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Figure 5: 

Fl ur de chicoree a fertilite normale, avec les antheres et le poll n 
clairement discernable. 
Figure 6: 

Fleur de chicoree a sterilite cytoplasmique male, montrant clairement que 
les antheres ne sont pas developpes et qu'aucun pollen n'est forme, alors 
que ie reste de la fleur est normal. 
Figure 7: 

Detail de deux fleurs rayonnantes de chicoree (montrant una fleur a 
fertilite normale sur la gauche et une fleur a sterilite cytoplasmique male 
sur la droitej, les antheres et le pollen 6tant presents dans la fleur fertile 
et manquant dans la fleur sterile. 
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Ex mole 7: 
Croisements 

II est naturellement necessaire de multiplier les produits de fusion 
et <f adapter le genotype aux dernieres exigences de nouveau au moyen 
de precedes courants des phytogdneticiens. La graine doit etre produite a 
cette fin. Cela peut se faire a grande echelle dans des cages en utilisant 
des abeilies ou des mouches, ou tout particulierement par croisement 
manuel. Dans ce cas les pollens cTun pollinisateur approprie sont places 
sur les pistils du produit de fusion (ou de sa lignee). apres quoi les 
graines sont formees. En oonseque^'^iTM les 
proprietes codees par le cytoplasme, telles que la CMS, seront presentes 
dans toute la lignee. De cette maniere il est possible de realiser des 
combinaisons a la fois inter-specifiques et intra-specifiques. Un bon 
exemple de croisement simple intra-specifique est la combinaison de 
chicoree et tfendive; aucune technique speciale, telle que le sauvetage 
de I'embryon, n'est necessaire pour realiser ce croisement. 

Milieux et solutions 

PPO (solution-preplasmolyse) 
54,64 g/l de sorbitol 
7,35 g/l de CaCfe.HaO 
0,59 g/l de MES 

pH 5,8, autoclave (20 minutes, 1 1 5°C) 
Solution de maceration 



Oissoudre des enzymes dans du milieu WA 
CellulaseR-10 0,0667% 



Driselase 

Mac&Qftfce R-10 

Cellulysin 

Macerase 

MES 

2.4D 

BAP 

pH5,6 
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0,033% 
0,013% 
0,2% 
0,03% 
0,2 g/l 
0,33 mg/l 
0,16mg/I 

fiitre sterile (0,22uM) 
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Solution de lavage 



CaCfe.^HjO 
Kcl 
MES 
PH 



0,2% 
2.5% 
0,06% 

5,8 autoclave' 



s Solution de fusion 



Sorbitol 

CaCl2.2H 2 0 

KCI 

Tris-HCI 
PH 



0.15M 
0.03M 

0iO75M; . < 
0.05M 

7,2 autoclave. 



PEG1 



10 



PEG1500 

Glucose 

CaCI 2 2H 2 0 



40% 
0.3M 
50mM 



Sterilisation du fiitre (0,22uM) 
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PEG2 

PEG1500 13,3% 

Glucose 0.1M 

CaCfe^HaO 0.067M 

Sorbitol 0.067M 

Sterilisation dufiltre (0,22uM) 



PEG3 

PEG1500 6.7% 

Glucose 0.05M 

CaCWHaO 0.083M 

Sorbitol 0.083M 

Sterilisation du filtre (0,22uM) 



Abrogations utilisees 



PEG 


polyethylene glycol V - 


NAA 


acide a-naphtalene acetique ■ .■*f»').C 


2.4D 


acide 2,4dichlorophenoxy acetique 


BAP 


6-benzyl amino purine * c • 


IAA 


acide indole-3-acetique - '?> : * 


IBA 


acide indole-3-butyrique 


MES 


acide (2(N-morpholino)ethanesulfonique 


FITC 


isothio cyanate de fluoresceine 


FDA 


diacetate de fluoresceine - 


TC 


culture tissulaire > - .' ■ 
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Composition des milieux (mg/l) 





MS 


AA 


WA 


WB 


WC 


D 


SA 


SB 


sc 


AC 


KNCS 


1900 


1900 






1900 


»P, 


1900. 


1900 


1900 


10m 


NH*NO, - 


1660 


600 






1650 


825 


80 


80 


80 




MgS04.7HjO 


370 


300 


123 


123 


370 


185 


370 


370 


370 


<JI u 




170 


170 


68 


68 


170 


65 


170 


170 


170 


1 #w 


CaCfe2HaO 


440 


600 


440 


440 


440 


220 


440 


440 


440 




KO 




300 


750 


750 














W 


0,63 


0,75 


0,75 


0,75 


0,83 


0,42 


0.83 


0.83 


O A3 




MnSO«.4H30 


22.3 


10 


10 


10 


2Z3 


11,15 


22^ 


223 


2Z3 




H»BO> 


02 


3 


3 


3 


02 


3,1 


02 


6,2 


6.2 




ZnSO*2HiO 


Bfi 


2 


2 


2 


06 


4,3 


05 


06 


86 

v,w 




NaMoO«^HiO 


0,25 


025 


0.25 


025 


025 


0,125 


0,25 


0.25 


02s 




CuSO^^HaO 


0.025 


0025 


0025 


0,025 


0,025 




0,025 


0,025 


0,025 


0,025 


CoCfc.6HiO 


Oj025 


0.025 


0,025 


0,025 


0.025 


0.013 


0,025 


0.025 


0,025 


pops 


Fe-EDTA 


43 


43 


43 


43 


43 


21^ 


43 


43 


43 


43 


Tttemtoe-HCL 


0,1 


10 


10 


10 


0,1 


0,06 


0,5 


0,5 


0,5 


03 

***** 


pyridoxin 1 ICt 


05 


1 


1 


1 


0,5 


0.25 


0.5 


0.5 




OlS 


Addejtoaflnlojue 


Ofi 


1 


1 


1 


0,5 


0,25 




0.5 






Addeamrbiqw 




2 


2 


2 














Pyiuvste do eodkm 




20 


20 


20 














Acidectrique 




40 


40 


40 


















40 


40 


40 














Adde furitarkjUB 




40 


40 


40 














Glycine 


2 








2 


1 


2 


2 


2 


2 


Fructose 




250 


. _ 


m 


m 


_ 










Rfcase 




250 


















Xylose 




250 


















Manooee 




250 


















RhsmnoM 




250 






















250 


















Sort** 




250 


















Manrtfof 




250 


80000 


80000 






91000 








tnosBoJ 


100 


100 


100 


100 


100 


50 


100 


100 


100 


100 


Sucroee 


10000 


250 


20000 


20000 


10000 


10000 


10000 


10000 


20000 


10000 


Glucoee 




68400 


















Acidecannfce 




250 


















Left de coco mVI 




20 


















AGAR 


6000 








8000 


8000 






8000 


8000 


TWEEN-20 






8 
















Qutamine 






750 


750 














Amidon soluble 












10000 










NAA 




0.1 




0.1 






0.1 


OS 


0.5 




2,4-0 




0.25 


















IAA 






1.0 
















Zeatine 






1.0 




1.0 
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BAP 0.1 1.0 0,5 • 0.5 0.5 1.0 0.1 

IBA - - " - ... - - Q.01 

pH 5.7 5.6 5.8 W 5.7 5.7 5.8 5.8 5,8 s* 

N.B. Ifilleu autodave avec AGAR: 20 minutes. 11S*C 

Mlieu de sterilisation du fittre sans AGAR/ 0^2pM 
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REVENDICATIONS 

1. Veg'tal appartenaht & la famill Comoostta . dont le cytoplasme 
est pourvu de mitochondries comprenant de PADN qui a au moins 

5 partiellement pour origine une autre esp6ce de la famille Compositae. et 
qui est le porteur de la stenlitd cytoplasmique mdle (CMS). 

2. V6g6tal selon 3a revindication 1 ( dont lets Cellules comprennent un 
genome nucl6aire et un g&ndrm chloroplastidial sp6cifiques de Pesp6ce 

10 qui sont normaux pour le v§g6tal en question. 

; 3> : V§g6tal seibn la revendication 1 ou 2, 6u ledit v6g6tal possdde 
ph6notypiquement la ^t^rllite cytdplasmique mSle. 

15- 4. V6g6tal selon Sa revendication 1 t 2 ou 3, ou I'autre espdce de la 
famille Compositae a 6te choisi dans le groupe constitu6 de Helianthus 
spg et Girsium sbp } v: ^ . / ^ v 

5. Vegetal selon la revendication 4, ou I'autre espece de : la famille 
20 Compositae est Helianthus annuus (L) avec CMS du type petiolaris. 

6. Vegetal selon la revendication 1, 2 ou 3, ou I'autre espece de la 
famille Compositae a ete choisi dans le groupe constitu6 de 
Chrysanthemum. Senecio, Centaurea. Sonchus. Hferacium. Taaetes. 

25 Dahlia et Aster . 

7. Vegetal selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes 1 
& 6, ou le vegetal a ete choisi dans le groupe constitue de Cichorium 
intvbus (L.) var. Foliosum fHeoi) . Cichorium endivia (L), Lactuca sativa 

30 £L), Scorzonera hisoanica (L) . Cvnara scolvmus (L) et Taraxacum 
officinale (L) . 
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8. Graines ou parties vegetal s provenant <fun vegetal conforme a 
Pune qu. Iconque des revendications precedentes. 

5 9. Precede de preparation (fun vegetal selon Pune queiconque des 
revendications ;1 a 7. caracterise en ^qu'il consisted, • 

- isoler des protoplastes de tissus de divers vegetaux appartenant 
a la famille Compositae. dits "acx»pteurs" et de tissus <fune autre espece 

: de la temiJIe Compositae. dits "donneytf. : , , r 

io - traiter eventuellement des protoplastes, notamment par 

irradiation, cytoplastisation ou par des produits chimiques specifiques ; 

f .. -fMsionnerj des pratoplastes. ri nptarnment, sous I'influence de 
substances chimiqueS;.ott er^ullilis^t^ectiidt^-;, , 

- selectionner eventuellement certaines cellules hybrides ; 

15 : - cultiver ensuite les cellules et !es : ^egenerer,pour donner des, 
■■ - - vegetaux complets ; ~y. : -u • :: ' ■- -x- ■:- 

- selectionner des individus de la collection de regenerants ainsi 
obtenus par analyse d'ADN mitochondrial, chloroplastidial et genomique, 
suivi de revaluation prtenotypique desproprietes du vegetal ; 

20 , - croiser speeifiquemenfr des indiv.idus^pflecedents ou de leur lignee 
avec cPautres genotypes de la meme espece et d'autres especes ; 
: - produire des graines a grande ^chelle. 
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